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Symptômes visibles d’ozone sur les feuilles de plantes ligneuses cultivées 






La recherche a été effectuée pendant l’été des années 1998-2001 dans les open-top chambers 
(OTC) de Lattecaldo (Canton du Tessin, Suisse méridionale). On a examiné le comportement de 
Fraxinus excelsior (FE), Prunus avium (PA) et Viburnum lantana (VL) cultivés dans un 
environnement semi-contrôlé (OTC), dans des chambres avec air filtré (F, concentration en ozone 
de 50% par rapport à l’environnement) et non filtré (NF, concentration en ozone de 92% par rapport 
à l’environnement). Les recherches effectuées incluaient: l’évaluation du développement des 
symptômes foliaires visibles; l’analyse anatomique et ultra-structurelle des symptômes mêmes; la 
mesure de la fluorescence directe de la chlorophylle a (les données de la fluorescence ont été 
élaborées au moyen du JIP-test); la mesure des échanges gazeuses. Pendant la première année 
d’étude (1998), on a mené une recherche préliminaire en examinant le frêne et le cerisier 
échantillonnés dans deux zones différentes: la Valtellina (Lombardie, Italie) dans des condizions de 
plein champ, et Lattecaldo (Canton du Tessin, Suisse méridionale) dans des conditions 
d’environnement semi-contrôlé (OTC). La recherche préliminaire, focalisée uniquement sur 
l’évaluation du symptôme visible et sur la microscopie optique et électronique, a permis la 
rédaction d’un protocole expérimental de tests histochimiques utilisé dans les années suivantes. 
Pendant les années 1999-2000-2001, les recherches ont été focalisées seulement sur des 
plantes de Fraxinus excelsior (FE), Prunus avium (PA) et Viburnum lantana (VL) cultivées dans les 
OTC en Suisse dans la période de juin, juillet et fin du mois d’août. FE, d’un côté, et PA et VL, de 
l’autre côté, ont montré des symptômes foliaires différents. En FE les symptômes consistaient en 
des mouchetures avec des cellules nécrosées (réponse hypersensible, HR), tandis que PA et VL ont 
développé des rougeurs qui révélaient l’accumulation d’anthocyanes. En VL les symptômes sont 
apparus plus précocement par rapport à d’autres espèces; en FE ils ont eu un développement plus 
rapide et ils ont entraîné une chute précoce des feuilles accompagnée de leur rechange à la fin de 
l’été. En FE le développement des symptômes a été accompagné, au moins au début, par une plus 
grande efficacité photosynthétique (mécanisme de compensation), tandis qu’en PA et en VL on a eu 
une progressive réduction de cette efficacité. Les paramètres de la fluorescence plus liés au stress dû 
à l’ozone ont été les suivants: la réduction des centres de réaction actifs (RC/CSo), l’augmentation 
de la fluorescence variable relative à 30 ms (VI) et l’augmentation des processus de dissipation. La 
dissipation est une forme de défense vis-à-vis du stress oxydatif et elle est liée au rôle des centres de 
réaction désactivés (silent centres) et aux anthocyanes. Dans toutes les espèces, le développement 
des symptômes est en corrélation avec la réduction de la photosynthèse nette (Pn) et avec la 
réduction des centres de réaction. La photosynthèse nette est à son tour en corrélation avec la 
réduction de VI, en indiquant une accumulation de plastoquinone réduite, produite dans la phase 
lumineuse de la photosynthèse, qui n’est pas en mesure d’arriver aux sites d’utilisation. 
 
Mot-clés: anthocyanes, fluorescence directe, Fraxinus excelsior, JIP-test, échanges 
gazeuses, réponse hypersensible (HR, hypersensitive response), ozone, Prunus avium, Viburnum 





On sait que les concentrations environnementales en ozone troposphérique sont en mesure 
de produire des symptômes visibles dans un grand nombre d’espèces spontanées, aussi bien 
herbacées que ligneuses, dans différentes régions européennes. Ces symptômes ont été relatés à 
propos de la zone au sud des Alpes (Skelly et al., 1999; Cozzi et al., 2000; Innes et al., 2001; 
Bussotti et al., 2002), de l’Espagne (Skelly et al., 1999; Sanz et al., 2000; Davison et al., 1995), de 
la France méridionale et des Alpes Maritimes (Dalstein et al., 2002), de l’Italie centrale (Gravano et 
al., 1999), de la Grèce (Davison et al., 1995), des Carpates (Manning et al., 2002) et de 
l’Allemagne (Bergmann et al., 1999). La zone au sud des Alpes est un cas particulier à cause du 
voisinage d’une des plus grandes concentrations urbaines et industrielles de l’Europe du sud (où 
l’on produit les précurseurs de polluants photochimiques) et à cause des caractéristiques climatiques 
et orographiques qui favorisent la formation et l’accumulation de l’ozone (Sandroni et al., 1994; 
Staffelbach et al., 1997, Vecchi et al., 1999; Gerosa et al., 1999). Dans cette zone, à cheval entre la 
Lombardie septentrionale (Italie) et le Canton du Tessin (Suisse), abondent en outre les espèces 
sensibles et se verifient les conditions d’humidité édaphique qui favorisent l’absorption foliaire de 
l’ozone même (Gerosa et al., 2002). 
De toute façon, les concentrations élevées en ozone ne comportent pas nécessairement un 
risque élevé pour la végétation. En effet, l’apport foliaire d’ozone est limité par la fermeture des 
stomates qui se vérifie pendant l’été, quand la concentration de ce polluant est élevée et les 
conditions d’humidité du sol sont limitantes (Schaub et al., 2003). Cette stratégie d’«évitement» 
(Kolb et al., 1997) comporte une forte réduction du stress dû à l’ozone pendant les périodes de 
sécheresse. Le symptôme d’ozone présente une variété considérable de manifestations visibles 
(taches chlorotiques dans les aiguilles des conifères, mouchetures nécrotiques, rougeurs et 
brunissures dans les arbres feuillus, voir Innes et al., 2001), si bien que l’interprétation de leur 
signification physiologique n’est pas univoque. Usuellement le dommage par l’ozone est considéré 
comme une réaction hypersensible (HR) et il consiste dans le collapsus des cellules du mésophylle 
palissadique (Guderian et al., 1985) provoqué par l’accumulation de Reactive Oxygen Species 
(ROS). Les ROS sont responsables de l’activation de gènes qui déterminent la mort programmée 
des cellules (apoptose), en tant que forme de défense vis-à-vis de l’amplification du dommage. Le 
processus biochimique a été décrit par Schraudner et al. (1997), Pell et al. (1997) et Wohlgemuth et 
al. (2002). Toutefois, les ROS peuvent également activer les gènes responsables de la synthèse de 
substances de défense comme le peroxide dismutase et le peroxidases glutathione, les substances 
phénoliques (tannins, flavonoïdes) et les anthocyanes. Par conséquent, le symptôme visible dépend 
de la réponse qui est activée (apoptose ou synthèse de substances de défense) et il est strictemente 
lié au génotype. 
Ce travail part de l’hypothèse que le symptôme visible en tant que tel n’indique pas un 
dommage, mais plutôt une action de défense. Le type de symptôme dépend donc des stratégies 
écologiques adoptées par toute la plante, pas tellement par chaque feuille, pour faire face au stress 
dû à l’ozone. 
 
 
Matériel et méthodes 
 
Plan expérimental, niveaux d’ozone et évaluation des symptômes 
La Suisse méridionale (Tessin) est la région européenne où l’on a observé et décrit le plus 
les dommages foliaires par l’ozone (Skelly et al., 1998). Ici le niveau critique de AOT40 10.000 
ppbh d’ozone est déjà atteint la première semaine de juin (VanderHeyden et al., 1999). Dans la 
pépinière cantonale de Lattecaldo, dans le Canton du Tessin (9°3’E, 45°,51’N, 600 m au-dessus du 
niveau de la mer), l’Institut Fédéral Suisse pour la Forêt, la Neige et le Paysage (WSL) de 
Birmensdorf à Zurich a réalisé une expérimentation basée sur la reproduction des dommages dans 
un environnement semi-contrôlé, au moyen de OTC (Open Top Chambers). 
Le plan expérimental consiste en 3 traitements répétés 4 fois pour un total de 12 plots: 4 
chambres avec air filtré (CF, charcoal filtered, où la concentration de O3 est environ de 50% par 
rapport à la concentration ambiante), 4 chambres avec air non filtré (NF, not filtered, où la 
concentration de O3 est environ de 92% par rapport à la concentration ambiante) et 4 plots ouverts 
(OP, open plot, avec des concentrations de O3 ambiantes). La réduction de 50% est obtenue au 
moyen de filtres à charbon actif (Heagle et al., 1973). Des informations détaillées sur les conditions 
météorologiques et sur les polluants sont disponibles chez Novak et al., (2003), tandis que le site 
expérimental a été décrit par VanderHeyden et al. (2001), Zhang et al. (2001) et Novak el al. 
(2003). 
Cette étude a été menée sur trois espèces forestières natives de la zone préalpine: Fraxinus 
excelsior L. (dorénavant appelé PA), Prunus avium L. (dorénavant appelé PA) et Viburnum lantana 
L. (dorénavant appelé VL). Les deux premières espèces sont des arbres, la troisième est une espèce 
arbustive. Toutes les trois sont considérées comme des espèces sensibles à l’ozone, et les 
symptômes ont été décrits par Innes et al. (2001). De 1998 à 2001 on a effectué des enquêtes 
microscopiques, optiques et électroniques sur les trois espèces susmentionnées à une cadence 
temporelle, c’est-à-dire en juin, en juillet et à la fin du mois d’août. Le choix des tests 
histochimiques a été opéré sur la base des informations bibliographiques et de l’analyse 
préliminaire menée sur des échantillons prélevés dans un environnement naturel et dans un 
environnement semi-contrôlé en 1998. En 2001 on a effectué également des mesures de la 
fluorescence de la chlorophylle au moyen d’un fluorimètre à fluorescence directe ADC-FIM 1500, 
ainsi que des mesures des échanges gazeuses au moyen d’un analyseur infrarouge portable (LICOR 
6200). Ces dernières mesures ont été effectuées en collaboration avec des chercheurs du WSL. La 
dernière année de l’échantillonage non seulement a confirmé la reproductibilité tant du symptôme 
visible que du dommage microscopique dans la période considérée (1998-2001), mais elle est aussi 
la plus exhaustive du point de vue des résultats obtenus. En 2001, les échantillons ont été prélevés 
en 3 dates différentes qui correspondent à 3 niveaux différents d’exposition à l’ozone: 12 juin 
(AOT40 4716 ppb.h dans la chambre avec air non filtré, 494 ppb.h dans la chambre avec air filtré), 
21 juillet (AOT40 13258 ppb.h dans la chambre avec air non filtré, 1703 ppb.h dans la chambre 
avec air filtré), et 27 août (AOT40 20276 ppb.h dans la chambre avec air non filtré, 1922 ppb.h dans 
la chambre avec air filtré). À la fin de septembre 2001 on a effectué seulement la mesure de la 
fluorescence de la chlorophylle. L’évaluation des symptômes visibles ainsi que les mesures de la 
fluorescence de la chlorophylle et des échanges gazeuses (mesures non destructives) ont été 
effectuées toujours sur les mêmes feuilles au cours de toute la saison, pendant les heures centrales 
de la journée. Les observations microscopiques (destructives) ont été effectuées sur des feuilles du 
même âge. 
Pour évaluer le pourcentage de surface foliaire affectée par le dommage visible, on a utilisé 




Les observations, tant en lumière conventionnelle qu’en fluorescence, ont été effectuées sur 
des sections fraîches de 30 •m obtenues au cryostat (Reichert-Yung, Vienne, Autriche) et sur des 
sections incluses en historésine de l’épaisseur de 2 •m obtenues au moyen d’un ultramicrotome 
Ultracut S (Reichert-Yung, Vienne, Autriche). 
Les sections ont été observées en utilisant les suivants tests histochimiques: fluorescence 
primaire de la chlorophylle (Adams et Lintilhac,1993); bleu de toluidine pH 4.4 pour mettre en 
évidence la structure (O’Brien et Mc Cully, 1981), bleu d’aniline pour mettre en évidence la callose 
sur des sections de 30 et 2 •m (O’Brien et Mc Cully, 1981), Naturstoff reagenz a pour mettre en 
évidence les substances phénoliques (phénylpropanoïdes) (Tattini et al., 2000). 
Le choix de ces colorations et observations est dérivé de l’enquête préliminaire menée en 
1998, où l’on a aussi effectué d’autres colorations qui n’ont pas donné cependant de résultats 
appréciables. Toutes les observations ont été effectuées au moyen d’un microscope Zeiss Axioplane 
(Carl Zeiss, Allemagne) et elles ont été photographiées avec une pellicule Kodak 200 ASA. 
Les échantillons destinés à l’observation au moyen d’un microscope électronique à 
transmission (TEM) ont été obtenus de petites portions de feuille selon le protocole suivant: pré-
fixation en glutéraldéhyde 2.5% et paraformaldéhyde 4% en tampon phosphates 0.1M à pH 7.2 
pendant 20 heures à 5°C, lavage pendant 10 minutes dans le même tampon à température ambiante 
(2 fois), post-fixation en OsO4 2% en tampon phosphates 0.1 M à pH 7.2 pendant 2 heures, lavage 
en tampon phosphates 0.1M à pH 7.2, déshydratation en série croissante d’éthanol (de 30% à 100%) 
avec passages de 10 minutes chacun, déshydratation en oxyde de propylène pendant 10 minutes (2 
fois), inclusion dans la résine selon le procédé de Spurr (Spurr, 1969). Les sections de 0.09 •m pour 
l’observation au TEM ont été obtenues au moyen d’un ultramicrotome Reichert Ultracut S 
(Reichert-Jung, Wien, Autriche) équipé avec une lame de diamant. Avant l’observation au TEM, les 
sections ont été colorées avec de l’acétate d’uranyle et du citrate de plomb, et elles ont été observées 
au moyen d’un microscope électronique Philips EM-300 opérant à 80 Kv (Philips, Amsterdam, 
Pays-Bas). 
 
Fluorescence de la chlorophylle et JP-test 
La fluorescence de la chlorophylle a de feuilles intègres (mesure de type non destructif) a 
été mesurée au moyen d’un fluorimètre portable ADC FIM 1500 (Hoddesdon, Royaume-Uni) pour 
la fluorescence directe. La fluorescence a toujours été mesurée sur 5 feuilles pour chaque plante. 
Avant chaque mesure, les feuilles ont été adaptées à l’obscurité pendant 30 minutes au moyen de 
clips foliaires spéciaux. Le «rising transient» a été induit par une lumière rouge de 600 Wm-2 (3200 
µE mol -2sec-1) (avec un pic à 650 nm), produite par un appareil avec 6 LED, avec enregistrement 
des données pendant 3 secondes à partir de 50 •s après le début de l’éclairage avec une résolution 
de 12 bit. Pour les 2 premiers ms les données ont été enregistrées tous les 10 •s, par la suite à 
chaque ms jusqu’à 1 seconde et tous les 100 ms de 1 à 3 secondes. 
En considérant une échelle logarithmique, le «rising transient» de F0 (F à 50 •s quand tous 
les centres de réaction du PSII sont ouverts, c’est-à-dire quand le premier accepteur d’électrons, la 
quinone QA, est complètement oxydé) à FP (où FP=FM dans des conditions de lumière saturante, 
quand l’intensité de l’excitation est suffisamment élevée pour garantir la fermeture de tous les 
centres de réaction du PSII, c’est-à-dire avec la réduction complète de tous les centres de réaction) a 
un cours dit polyphasique (Strasser et Govindjee 1992a,b; Strasser et al., 1995; pour une review, 
voir Strasser et al., 2004). L’analyse du transient considère la valeur de la fluorescence à 50 •s (F0, 
point 0), 100 •s (F100), 300 •s (F300), 2 ms (FJ, point J), 30 ms (FI, point I), et le Maximum au temps 
tFmax (FM, point P). Cette méthode est appelée «JIP-test» et elle a été élaborée tant en termes 
d’application (Strasser et al., 2000) qu’en termes théoriques (Strasser et al., 2004). L’application de 
cette méthode de recherche a été utilisée amplement pour déterminer les stratégies physiologiques 
de différentes espèces arborescentes, relativement à la symptomatologie visible due à l’ozone 
(Gravano et al., 2004, Bussotti et al., 2005). À travers des élaborations mathématiques, le JIP-test 
transforme les données originales en paramètres biophysiques référés au temps zéro, c’est-à-dire au 
temps de l’induction de fluorescence, en quantifiant de cette façon le fonctionnement du 
photosystème II (Strasser et Tsimilli-Michael, 2001). On a calculé le «performance index» (PI) 
aussi – décrit par Strasser (1999; 2000) –, qui exprime la variabilité globale de l’échantillon foliaire 
en offrant un paramètre diagnostique de la capacité de la plante de produire de la biomasse (Strasser 
et Tsimili-Michael, 2001). 
(1) PIABS = (RC/ABS) [•Po/(1- •Po)] [•0/(1- •0)] 
En remplaçant les paramètres biophysiques par les paramètres expérimentaux, PIABS devient: 
  (2) PIABS = í [1-(F0/FM)] /[M0/VJ] ý [FM/(F0-1)] [(1-VJ)/VJ] 
 
Échanges gazeuses 
Les mesures des échanges gazeuses, en particulier la photosynthèse nette (Pn) et la 
conductance stomatique à la vapeur d’eau (gS), ont été effectuées en même temps que les mesures 
de la fluorescence en considérant 2 feuilles par plante aux mois de juin, juillet et août 2001, en 
utilisant un analyseur infrarouge portable LiCor 6200 avec une cuvette 0.25 l (LiCor Inc., Lincoln, 
NE, USA). Les mesures ont toujours été effectuées entre 9.00 heures et 14.00 heures. Avant chaque 
mesure, le système a été calibré pour connaître la concentration de CO2 (0 et 400 p.p.m.). On a pris 
deux mesures consécutives pour chaque période de mesure, et on a effectué 12 mesures pour chaque 
espèce, période et traitement. Pour éviter des valeurs liées à des conditions environnementales 
extrêmes, et donc pour uniformiser la série de données, on a effectué les mesures seulement des 
niveaux lumineux correspondant à PAR > 600 •mol m-2s-1 (radiation photosynthétiquement active), 
de la concentration de CO2 correspondant à la concentration ambiante (Ca>400 p.p.m.), et de la 
concentration de CO2 interne (Ci) comprise entre 150 p.p.b. et 350 p.p.b. 
 
Statistique 
Les données enregistrées au moyen du fluorimètre ont été élaborées par le software Biolyzer 
3.0 (Ronald M. Rodriguez, Bioenergetics Laboratory, Genève, Suisse 1999-2001). Les élaborations 
conjointes ont été réalisées en rapportant les données relatives à la fluorescence, ainsi que les 
données relatives au dommage foliaire et à la photosynthèse, à chaque plante (unité échantillon). 
Dans une grande partie des élaborations, on a considéré le rapport NF/F pour exprimer l’ampleur de 
la réponse vis-à-vis du traitement. Toutes les valeurs ont été organisées dans des feuilles Excel 
(Microsoft) et élaborées avec le programme Statistica 6.0 (Statsoft 2001, Tulsa). On a effectué des 
statistiques descriptives, c’est-à-dire moyenne, déviation standard, caractère significatif des 
différences entre la chambre filtrée et la chambre non filtrée – évalué à travers l’analyse de variance 
à une voie (ANOVA) et le LSD test –, caractère significatif des corrélations selon Pearson, analyse 
des composantes de la variance (évaluation de l’effet traitement et de l’effet temps) et analyse 






Les trois espèces considérées ont développé des symptômes foliaires visibles au cours de la 
saison. Les symptômes foliaires, visibles sur la page supérieure entre les nervures, consistaient en 
des rougeurs (VL et PA) et en des mouchetures foncées confluant dans des zones brunâtres (FE). En 
FE et en PA les symptômes étaient présents seulement dans les chambres NF; en VL des 
symptômes (même si très limités) étaient visibles dans les chambres F aussi, exclusivement en ce 
qui concerne le relevé du mois d’août. En PA et en FE les symptômes se sont manifestés dans le 
relevé de juillet, mais tandis que dans la première espèce ils sont restés fondamentalement stables, 
dans la seconde espèce ils ont connu une augmentation considérable au mois de juillet. À la fin de 
septembre les feuilles symptomatiques de FE étaient tombées complètement, tandis que les deux 
autres espèces ont gardé leurs feuilles jusqu’en automne avancé. 
 
 
Anatomie et ultrastructure 
Pour les Tables relatives à la microscopie optique et électronique, on renvoie à la thèse 
 
Les réponses des feuilles à l’ozone ont été examinées au moyen de la microscopie optique 
(Tables 3.3; 3.4; 3.5; 3.6; 3.7; 3.8 RIS) et de la microscopie électronique (TEM, Tables 3.1; 3.9; 
3.10; 3.11; 3.12; 3.13; 3.14; 3.15 RIS). Les images des tables représentent la réponse moyenne des 
échantillons prélevés, observée au cours de la période considérée (1998-2001) en rapport avec le 
colorant utilisé. En ce qui concerne la fluorescence primaire en juin, on met en évidence l’absence 
d’altération dans la réponse de la chlorophylle dans tous les échantillons observés, tandis qu’en 
juillet on observe une altération de la chlorophylle dans le parenchyme palissadique de FE (Table 
3.4 A,B RIS) et de VL (Table 3.5 B RIS). En PE cette altération est plus faible (Table 3.6 A,B RIS). 
En août, toutes les espèces montrent des différences entre la chambre F et la chambre NF en ce qui 
concerne la réponse de la chlorophylle (FE Table 3.7 A,B; VL et PA 3.8 A,B,E,F, RIS). 
Les Tables 3.3, 3.4, 3.5, 3.6, 3.7 RIS mettent en évidence l’évolution de la callose tant dans 
les feuilles asymptomatiques de plantes cultivées en chambres F que dans les feuilles 
symptomatiques cultivées en chambres NF. En juin la callose est absente dans tous les échantillons, 
ou faiblement localisée dans les faisceaux cribro-vasculaires (provenant tant des chambres CF que 
des chambres NF) (Tables 3.3 D,E,F RIS). En juillet, et dans tous les échantillons en août pour ce 
qui concerne les plantes cultivées en chambres NF, la callose suit la même évolution relatée à 
propos de la fluorescence primaire de la chlorophylle. En FE (Tables 3.4 E; 3.7 C RIS) la callose est 
abondante et elle circonscrit le parenchyme palissadique intéressé par le dommage, en avançant 
parfois vers l’épiderme supérieure aussi. En VL, elle est présente uniquement dans le parenchyme 
palissadique (Tables 3.5 D; 3.8 C RIS); en PA elle est présente occasionnellement en petite quantité 
(Tables 3.6 C; 3.7 G RIS). En ce qui concerne les flavonoïdes, dans toutes les espèces et avec tous 
les traitements (CF, NF) on n’a pas observé de différences appréciables dans les échantillons 
examinés (Tables 3.3 G-H-I; 3.4 F-G ; 3.5 E-F; 3.7 D-E-F; 3.8 D-H; 3.6 D-E). Les tables 3.9, 3.10, 
3.11, 3.12, 3.13, 3.14; 3.15 RIS montrent les résultats obtenus au moyen du TEM (FE-Tables 3.11, 
3.14, 3.15; VL-Tables 3.10, 3.13; PA-Tables 3.9, 3.12). Dans les feuilles symptomatiques de FE de 
la chambre NF (Table 3.15 RIS), beaucoup de cellules du parenchyme palissadique ont 
complètement collapsé en laissant de nombreux et larges espaces intercellulaires. On ne met en 
évidence rien d’analogue dans les feuilles asymptomatiques provenant de la chambre F (Table 3.14 
RIS). En particulier, on observe que les cellules collapsées sont circonscrites par une bande de 
callose (Table 3.15 A,B RIS). Les chloroplastes présentent un stroma fortement osmiophile (Table 3 
B,C RIS). En juin-juillet, on observe d’autres cellules collapsées dans l’épiderme inférieure (Table 
3.11 F RIS). En VL et en PA (Table 3.12, 3.13 RIS), la situation est complètement différente: on 
n’observe pas de cellules collapsées, mais les chloroplastes du parenchyme palissadique des feuilles 
symptomatiques des chambres NF sont considérablement osmiophiles et riches en plastoglobules 
(VL-Table 3.13 F-G-H RIS; PA-Table 3.12 D-F RIS), si on les compare aux feuilles 
asymptomatiques des chambres F (VL-Table 3.13 B-C RIS; PA-Table 3.12 A-B RIS). En PA, on 
observe en outre le fort épaississement de la paroi cellulaire du parenchyme palissadique dans les 
feuilles symptomatiques des chambres NF (Table 3.12 E RIS). En PA et en VL, on n’observe pas 
un schéma particulier d’apposition de la callose le long des parois. 
 
 
Fluorescence de la chlorophylle 
Dans les trois espèces considérées, FM diminue dans le temps; F0 reste constant en PA et en 
VL, tandis qu’il diminue en FE. En ce qui concerne PIABS et les paramètres qui contribuent à 
produire cet index (•Po, •0 e RC/CS0), on peut distinguer le comportement de VL et de PA du 
comportement de FE. Les deux premières espèces montrent une décroissance progressive de tous 
ces paramètres. La réduction des valeurs dans les chambres NF est significative à partir de juillet 
pour •Po (sur PA et VL) et à partir d’août pour •0, RC/CS0 et PIABS (seulement sur VL). En 
septembre, toutes les différences sont significatives. La réduction de la valeur de PIABS est 
particulièrement marquée en VL et elle semble déterminée surtout par la réduction de RC/CS0. En 
FE, on a d’abord une augmentation de PIABS (en juillet) due à l’augmentation de la valeur de •0, 
tandis qu’en août on assiste à un declin marqué de PIABS et de RC/CS0. La distinction du 
comportement de PA et VL d’un côté, et de FE de l’autre côté, demeure, même en examinant les 
autres paramètres de la fluorescence. En PA et en VL, il y a une augmentation dans le temps de M0 
et de la fluorescence variable relative aux steps J et I (VJ et VI). La constante non photochimique 
(Kn) augmente, tandis que Kp et SumK ne montrent pas de variations. Enfin, en ce qui concerne les 
activités spécifiques des centres de réaction (RC), la variation la plus importante concerne la 
dissipation (DI0/RC), qui augmente dans le temps. En PA il y a une augmentation de ET0/RC en 
juillet.  
En FE, M0, VJ et VI présentent les valeurs les plus grandes au début de la saison, tandis 
que FV/F0 montre une tendance à la réduction, comme dans les autres espèces. Toutes les constantes 
(Kn, Kp e SumK) augmentent dans le temps. Parmi les activités des RC, en juillet on observe la 
réduction de DI0/RC et l’augmentation de ET0/RC ; l’évolution de ces deux paramètres change de 
signe au mois d’août suivant. La valeur de ABS/RC augmente dans le temps en PA et en VL. 
 
Échanges gazeuses 
Dès le mois de juin, la photosynthèse nette (Pn) a toujours montré (à toutes les dates et dans 
toutes les espèces) des valeurs plus élevées dans les chambres F par rapport aux chambres NF. 
Toutefois les différences se sont avérées significatives seulement en PA dans les observations de 
juillet et d’août. La conductance stomatique (gS) a suivi une évolution analogue à celle de la 
photosynthèse nette. 
 
Corrélations et statistique multivariée 
Dans toutes les trois espèces, le développement des symptômes est significativement corrélé 
avec la réduction de l’activité photosynthétique (Dommage foliaire vs Photosynthèse nette: Frêne 
p= -0.71; Viorne p= -0.65; Cerisier p= -0.53). En ce qui concerne les paramètres de vitalité, on n’a 
pas trouvé de corrélations significatives entre les symptômes foliaires et PIABS, même si la tendance 
est une réduction des valeurs de ce paramètre au fur et à mesure que les symptômes augmentent. 
Toutefois RC/CS0 s’est avéré très sensible au développement des symptômes dans toutes les trois 
espèces (Dommage foliaire vs RC/CS0: Frêne p= -0.76; Viorne p= -0.61; Cerisier p= -0.55). 
Seulement le cerisier a montré une réduction de •Po au fur et à mesure que les symptômes 
augmentent (p = -0,49). En outre la photosynthèse nette est inversement corrélée avec VI dans 
toutes les espèces considérées (Photosynthèse nette vs VI: Frêne p= -0.76; Viorne p= -0.58; Cerisier 
p= -0.49). À travers l’analyse des composantes de la variance, on met en évidence l’évolution de 
bien des paramètres considérés: une évolution qui s’explique mieux par le cours de la saison (Mois) 
que par le traitement (F-NF). Parmi les paramètres sensibles au traitement, on met en évidence 
surtout: Zone, FM, FV/F0, VI, •Po, ABS/RS, DI0/RC, RC/CS0, Photosynthèse nette (Pn) et 
Conductance stomatique (gS). En ce qui concerne les résultats de l’ANOVA à deux voies pour 
mesures répétées, l’effet interactif entre l’espèce et le traitement a été observé seulement dans 
quelques paramètres (FM, Fv/F0, VI, PIABS) qui ont montré une évolution cohérente dans toutes les 
espèces considérées. Les autres paramètres présentent une évolution plus espèce-spécifique, comme 
les constantes de désexcitation (K) pour le frêne et M0 pour le viorne. RC/CS0 et Pn ne montrent pas 
un caractère significatif dans l’ANOVA à deux voies. Dans ce cas, le rôle de l’ozone pourrait être 





Les résultats indiquent une nette distinction entre la réponse de FE d’un côté, et celle de PA 
et de VL de l’autre côté. Celle de FE peut être considérée comme une réponse classique de type HR. 
Le symptôme foliaire se manifeste en correspondance des cellules du parenchyme palissadique 
collapsées qui sont isolées au moyen de l’apposition d’une couche protectrice de callose dans les 
zones adjacentes aux cellules mêmes. Une réponse analogue a été décrite pour une autre espèce à 
reponse HR, Ailanthus altissima Desf., par Gravano et al. (2003). Au contraire, en PA et en VL on 
n’a pas observé une réponse HR-like. Dans ces espèces la callose, tout en étant présente dans les 
tissus des feuilles symptomatiques, ne suit pas une évolution précise. PA et VL sont caractérisés par 
une nette pigmentation rouge des feuilles, semblable à celle qui a été décrite par Wohlgemuth et al. 
(2002) sur Rumex obtusifolius L. et qui a été attribuée à l’accumulation d’anthocyanes. Au niveau 
ultra-structurel, sur PA et VL on a observé une progressive altération structurelle des chloroplastes 
indiquant l’apparition de processus de sénescence précoce (Selldén et al., 1996; Holopainen et al., 
1996). Dans le cas de PA, on a observé aussi l’épaississement des parois du mésophylle, décrit 
également par Günthard-Goerg et al. (2000) dans Fagus sylvatica L. 
La dynamique de l’évolution des symptômes est digne d'attention aussi. VL s’est avéré 
l’espèce la plus précoce, symptomatique déjà au mois de juin, tandis que les deux autres espèces ont 
montré des symptômes à partir de juillet. En VL, les symptômes ont évolué progressivement et 
regulièrement au cours de la saison; en FE ils ont connu une hausse en août, après quoi les feuilles 
sont tombées; en PA les symptômes sont restés stationnaires. Les différences de comportement se 
reflètent également dans l’analyse des paramètres de fluorescence de la chlorophylle. Quelques 
réponses communes concernent la réduction de RC/CS0 (déjà relatée comme caractéristique du 
stress dû à l’ozone par Soja et al., 1998; Manes et al., 2001; Nussbaum et al., 2001); l’augmentation 
des processus de dissipation (mis en évidence par l’accroissement de Kn et de DI0/RC), et la 
réduction de FM. F0 diminue en FE, tandis qu’il reste constante en PA et en VL. 
Le comportement de FE vis-à-vis de F0 relevé dans cette étude est cohérent avec ce que 
Gerosa et al. (2003) ont déjà décrit pour la même espèce et pour Fagus sylvatica L., mais il 
contraste avec le comportement d’une autre espèce sensible à réponse HR, Ailanthus altissima, dans 
laquelle on a relevé au contraire une augmentation de F0 (Bussotti et al., 2003). F0 augmente aussi 
dans des clones sensibles de peuplier exposés à l’ozone (Soldatini el al., 1998 ; Guidi et al., 2001). 
En accord avec Krause (1988), les différentes variations en F0 peuvent s’expliquer par les différents 
modes d’inactivation de PSII. En particulier, la transformation des centres de réaction en quenchers 
efficaces entraînerait une diminution de F0. D’autre part, l’augmentation de F0 conbinée avec une 
diminution de Kp suggère la présence d’un dommage plus ou moins irréparable au PSII (Krause, 
1988). Dans le cas de FE, la réduction de F0 peut être associée à l’augmentation de Kp et elle 
indique en conséquence l’apparition d’un mécanisme de compensation du dommage qui consiste 
dans l’activation de la chlorophylle. En effet, en FE la valeur de PIABS augmente significativement 
en juillet avec l’augmentation de •0. La réduction successive de PIABS en août semble liée au 
contraire surtout à la réduction des centres de réaction actifs (RC/CS0). En PA et en VL la réponse à 
l’ozone est caractérisée par una réduction progressive de (RC/CS0) et de PIABS et par une 
augmentation de la dissipation. Ces processus sont plus marqués en VL par rapport à PA. Dans ces 
espèces ce sont les anthocyanes qui jouent probablement un rôle dans la dissipation active de 
l’excès d’énergie. En effet, l’association entre les anthocyanes et le stress oxydatif dû à l’ozone peut 
être mise en relation avec l’habileté des anthocyanes de réduire l’excitation et donc le potentiel pour 
le dommage oxydatif (Steyn et al., 2002). D’autres informations peuvent être obtenues à travers 
l’analyse de l’activité photochimique primaire (M0) et de la fluorescence relative variable aux steps 
J (VJ) et I (VI). L’accroissement des valeurs de ces paramètres indique l’accumulation de 
plastoquinone réduite, qui ne peut pas transférer les électrons vers les sites d’utilisation. Dans ce 
cas, l’excès d’énergie peut être dissipé à travers des processus contrôlés. Dans ce cas aussi, les 
valeurs de ces paramètres augmentent dans le temps en PA et en VL, probablement en connexion 
avec l’accumulation des anthocyanes. En FE, au contraire, ces valeurs sont plus élevées au début de 
la saison, avant l’apparition des symptômes visibles, comme Bussotti et al. (2003) ont observé 
également sur Ailanthus altissima. Il est intéressant de remarquer que, dans toutes les espèces, VI 
est inversement et significativement en corrélation avec la photosynthèse. Le premier effet de 
l’ozone sur l’appareil photosynthétique dans les feuilles de frêne n’influence pas les premières 
réactions phytochimiques réglées par le PSII, mais plutôt les sites dans lesquels les électrons sont 
utilisés. Cette limitation peut être due à la diminution de l’activité de la RUBISCO, comme Gerant 
et al. (1996) ont relaté à propos du pin d’Alep, et/ou à la diminution de la concentration de la 
RUBISCO (Pell et al., 1997), ou à la diminution de l’activité de la FNF, Ferredoxine Nucleotide 
Reductase (Schansker et al., 2006 submitted). La  réduction successive de ces paramètres est 
cohérente avec la récupération de vitalité observée en juillet. L’augmentation de la dissipation 
indique donc une réduction de l’efficacité des processus biochimiques liés au système de transport 
des électrons, et en particulier on peut supposer que l’un des événements clé consiste justement 
dans la capacité réduite de la RUBISCO d’accepter les produits de la phase lumineuse de la 
photosynthèse (Gravano et al., 2004; Manes et al., 2001). La diminution en FV/F0 reflète une 
diminution dans la contribution relative du trapping flux par rapport au flux total de désexcitation 
de la chlorophylle excitée (Nussbaum et al., 2001). L’augmentation de la dissipation est bien 
évidente également au niveau des activités spécifiques de chaque centre de réaction. 
Les valeurs de la photosynthèse nette (Pn) sont toujours plus élevées dans les chambres NF 
par rapport aux chambres F, dès l’observation de juin. La variabilité des données relatives à la 
photosynthèse est en rapport avec l’exposition ou l’absence d’exposition à l’ozone. On observe 
comment le développement des symptômes est bien corrélé avec la réduction de la photosynthèse 
nette (Zhang et al., 2001), mais pas avec la réduction de PIABS. Ce résultat semble en contradiction 
avec ce que Bussotti  (2003) avait déjà observé à propos du frêne même et d’Ailanthus altissima, où 
l’on a trouvé des corrélations hautement significatives entre le développement des symptômes et la 
réduction de PIABS. Cette contradiction apparente peut s’expliquer par le rôle de rééquilibre joué par 
•Po et •0, tandis que la réduction de RC/CS0 est bien corrélée avec le développement des 
symptômes. De toute façon, en général la réduction de l’efficacité dans les processus de capture de 
la lumière et de transport des électrons déterminée par la diffusion des symptômes comporte la 
réduction de l’efficacité globale de la plante (exprimée par le Performance Index, PI), et, en 





Dans ce travail on a mis en évidence la variabilité des réponses des espèces considérées vis-
à-vis de l’ozone troposphérique. En FE on a observé une réponse HR-like, décrite également pour 
Ailanthus altissima par Gravano el al. (2002). En présence d’une réponse de type HR, on peut 
activer ou non des mécanismes de compensation qui rendent la chlorophylle plus efficace (en FE ils 
sont activés, en Ailanthus altissima ils ne sont pas activés). La réduction de F0 peut être considérée 
comme un indice de l’apparition de ces mécanismes. Toutefois, en présence d’une réponse de type 
HR, le principal mécanisme de compensation consiste dans la perte des feuilles symptomatiques et 
dans le rechange de l’appareil photosynthétique (Maurer et Matyssek,1997; Maurer et al., 1997). La 
réponse de VL et de PA a été caractérisée au contraire par l’accumulation d’anthocyanes qui 
protègent les chloroplastes de l’excès d’excitation au moyen d’une dissipation contrôlée de 
l’énergie. L’efficacité photosynthétique diminue, mais la longévité des feuilles est assurée. Les 
deux réponses correspondent à des symptômes visibles différents: mouchetures nécrotiques dans le 
premier cas, rougeurs dans le second. Dans les deux cas, il s’agit de réponses non spécifiques. La 
réponse de type HR est typique du mécanisme de défense vis-à-vis des agents pathogènes (Lamb et 
Dixon, 1997); la production d’anthocyanes est au contraire un mécanisme typique de protection 
contre les stress lumineux (Steyn et al., 2002). Le type de réponse dépend des gènes qui sont activés 
par les ROS (Wohlgemuth et al., 2002) et des conditions d’exposition. Par exemple, Bergmann et 
al. (1999) ont décrit un comportement HR pour Rumex obtusifolius, tandis que Wohlgemuth et al. 
(2002), en travaillant dans des conditions expérimentales différentes, ont observé l’accumulation 
d’anthocyanes. Dans des conditions naturelles, d’autres facteurs de stress oxydatif peuvent être 
présents en même temps et ils déterminent la formation de ROS (intensités lumineuses élevées, 
aridité, stress salins, etc.). Dans ces cas, on pense que de différents mécanismes de défense 
s’activent simultanément et que la réponse globale dérive de leur interaction. Il faut donc beaucoup 
de circonspection dans l’évaluation du symptôme visible d’ozone en plein champ, tant dans ses 
manifestations visibles que microscopiques. En conclusion, on peut donc affirmer que les 
symptômes visibles, les modifications ultra-structurelles et le comportement physiologique se 
combinent diversement dans les différentes espèces, en décrivant des stratégies espèce-spécifiques 
pour faire face à la pression oxydative de l’environnement. En particulier, dans les espèces 
examinées on a mis en évidence deux types de comportement: un comportement basé sur la 
compensation et un comportement basé sur la conservation. Le comportement compensatoire, 
typique de FE, consiste dans l’abscission rapide des feuilles symptomatiques (moins efficaces) et 
dans le remplacement suivant de la chevelure détériorée avec une chevelure plus efficace. Le 
comportement conservatif typique de VL et de PA consiste dans l’adoption de stratégies de défense 
pour retarder les dommages et pour éviter la perte anticipée des feuilles: stratègies comme la 
production et l’accumulation d’anthocyanes et de substances phénoliques et, dans le cas de PA, 
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